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Резюме. В экспериментах на 1500 крысах показано, что в пределах терапевтического диапазона доз 
гепатотропные препараты могут: 1) не обладать цитотоксичностью и воздействовать на метаболические 
потоки и их регуляцию; 2) обладать цитотоксичностью и действовать через стимуляцию процессов 
физиологической регенерации гепатоцитов. Для оценки цитотоксичности гепатотропных препаратов 
предложено применять исследования на клетках с редуцированным эндоплазматическим ретикулумом 
(прямое цитотоксическое действие), перитонеальных макрофагах (опосредованное цитотоксическое 
действие) и гепатоцитах (действие через механизмы некроза или апоптоза). Препарат урсодезоксихолевой 
кислоты, обладая цитотоксичностью в терапевтическом диапазоне доз, оказывает микроальтерационное 
действие на отдельные гепатоциты и через синхронизацию вступления клеток печени в митотическое деление 
обеспечивает более быстрое и совершенное течение процессов репаративной регенерации печени. Препарат 
тауроурсодезоксихолевой кислоты может усиливать регенерацию внутриклеточных структур, например, 
митохондрий, стимулировать метаболизм и ускорять течение восстановительных процессов в печени. 
Экстракт солянки холмовой не обладает повреждающим действием на клетки печени в терапевтическом 
диапазоне доз и стимулирует восстановительные процессы, благодаря доставке аминокислот с 
разветвленным радикалом, аминокислот, необходимых для осуществления антитоксической функции печени 
и других низкомолекулярных метаболитов и биорегуляторов.
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A bstract. The experiments on 1500 rats have shown that hepatotropic preparations in therapeutic range of 
dozes can: 1) have no cytotoxicity and influence the metabolic ways and their regulation; 2) have cytotoxicity and 
affect through stimulation of hepatocytes physiological regeneration processes. To estimate hepatotropic 
preparations cytotoxicity researches on the cells with reduced endoplasmatic reticulum (direct cytotoxic effect), 
peritoneal macrophages (indirect cytotoxic effect) and hepatocytes (effect through necrosis or apoptosis) are 
suggested. Ursodeoxycholic acid, having cytotoxicity in therapeutic range of dozes, causes damage to separate 
hepatocytes and provides a faster and perfect course of processes of reparative regeneration of the liver through 
synchronization of the involving of the liver cells in mitotic division. Tauroursodeoxycholic acid can stimulate 
regeneration of intracellular structures, for example, mitochondria, activate metabolism and accelerate liver 
restoration processes. Extract of Salsola collina has no damaging effect on the liver cells in therapeutic range of the 
dozes and stimulates regenerative processes, due to the delivery of the branched-chain aminoacids, the aminoacids 
necessary for the liver antitoxic function and other low-molecular metabolites and bioregulators.
Новые представления о молекулярных 
механизмах повреждения клеток печени и их 
гибели путем апоптоза и/или некроза требу­
ют пересмотра и дополнения принципов фар­
макологического управления восстанови­
тельными процессами в органе. Для совер­
шенствования медицинских технологий лече­
ния заболеваний печени, кроме информации о
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фармакокинетике, фармакодинамике и тера­
певтическом диапазоне доз гепатотропных 
препаратов, необходимы сведения о влиянии 
их на регенераторные процессы, а также на 
метаболические потоки и их регуляцию [7,9].
Цель настоящей работы  заключалась 
в разработке концепции управления восста­
новительными процессами в печени, осно­
ванной на молекулярно-структурных меха­
низмах цитотоксичности  гепатотропны х 
препаратов.
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Методы
Эксперименты поставлены на 1500 бе­
лых беспородных крысах-самцах массой 180- 
200 г. Гепатотропные препараты урсодезок- 
сихолевая кислота (УДХК) и тауроурсоде- 
зоксихолевая кислота (ТУДХК) предостав­
лены фирмой Dr. Falk Pharm a Gm bH (Гер­
мания), экстракт солянки холмовой (ЭСХ) 
-  научно-производственной фирмой “Фи- 
то с” (М осква), гликохенодезоксихолевая 
кислота (ГХ Д Х К ) п роизводства  фирмы 
Sigma Chemical Со. (St. Louis, МО, USA).
Исследование цитотоксичности гепа- 
тотропных препаратов проводили на куль­
турах клеток L929, L41, перитонеальных 
макрофагах мышей и первичной культуре 
гепатоцитов по методике, описанной ранее 
[2]. Оценку апоптоза гепатоцитов произво­
дили методом электрофореза в агарозном 
геле и флюоресцентной микроскопией гепа­
тоцитов после окрашивания флюорохромом 
Hoechst 22253, некроза -  по высвобождению 
лактатдегидрогеназы (ЛДГ) в инкубацион­
ную среду и флюоресцентной микроскопи­
ей после окрашивания гепатоцитов пропи- 
диум йодидом [3]. Активность Л ДГ в куль­
туральной среде определяли с помощью на­
боров фирмы Sigma Chemical Со. (St. Louis, 
МО, USA). Активность общей Л ДГ оцени­
вали после обработки монослоя гепатоци­
тов 0,1 % раствором тр и то н аХ -100.
Препараты УДХК, ТУДХК и ЭСХ вво­
дили интрагастрально в дозе 200 мг/кг в те­
чение 20 дней. Контрольные животные по­
лучали 1% раствор метилцеллюлозы (МЦЛ). 
Часть животных через сутки после последне­
го введения подвергалась частичной гепа- 
тэктомии (ЧГЭ) по методу Хиггинса и Ан­
дерсона [8], частичной ишемии путем окклю­
зии микрозажимом центральной и левой бо­
ковой долей печени в течение 60 или 180 мин. 
или тотальной ишемии печени в течение 30 
мин.
И нтенсивность синтеза Д Н К  в гепа- 
тоцитах оценивали по вклю чению  [3Н]ти- 
мидина, которы й вводили в дозе 40 мкКи в 
крысу за 2 часа до декапитации [4]. Количе­
ство Д Н К  и РН К  в гомогенатах и ядрах оп­
ределяли по методу Blober и Potter [6]. Я дра
геп ато ц и то в  получали  м етодом  диф ф е­
р е н ц и а л ь н о г о  ц ен тр и ф у ги р о в а н и я  [1]. 
Удельную радиоактивность Д Н К  рассчи­
ты вали как импульсы/минуту/1 мг Д Н К .
Морфологические исследования ткани 
печени проводили в парафиновых срезах, 
окрашенных гематоксилин-эозином. Произ­
водили морфометрическую оценку воспали­
тельных признаков в гепатоцитах, дегенера­
тивных изменений и регенераторных процес­
сов. Для электронно-микроскопических ис­
следований кусочки печени фиксировали 1% 
раствором четырехокиси осмия на 0,1 М бу­
фере М иллонига при pH  7,4 и температуре 4 
°С в течение 2 ч, затем дегидратировали в 
спиртах восходящей концентрации и ацето­
не и заливали в смесь эпона и аралдита. Сре­
зы, изготовленные на ультратоме LKB-III, 
контрастировали уранилацетатом и цитра­
том свинца и изучали с помощью электрон­
ного микроскопа П Э М -100 при увеличени­
ях 4,6 и 10 тысяч.
Цифровой материал подвергался ста­
тистической обработке по Стъюденту.
Результаты и обсуждение
В экспериментах in vitro показано, что 
УДХК в дозах 50 и 100 мкг/мл не обладала 
цитотоксическим эффектом на клетки L929. 
При дозах препарата 400 и 1000 мкг/мл от­
мечалось уменьшение числа клеток в монослое, 
и через 48 часов инкубации количество клеток 
составило 74,2% и 81,5% от контроля, соответ­
ственно. Степень цитотоксичности увеличива­
лась в процессе инкубации и имела дозозависи­
мый характер (рис. 1). Через 96 часов экспери­
мента наиболее выраженный ингибирующий 
эффект на пролиферацию клеток отмечался при 
дозах препарата 200-1000 мкг/мл. Через 48 часов 
инкубации клеток L929 с УДХК скорость включе­
ния РЩтимидина в Д Н К  снижалась на 62%, 
99,1 % и 99,4% при дозах препарата 200,400 и 1000 
мкг/мл, соответственно (рис. 2). Данный эффект 
сохранялся через 96 часов эксперимента. При ин­
кубации клеток линии L41 с УДХК выявлено 
уменьшение числа клеток в монослое при дозах 
выше 100 мкг/мл, ингибирование биосинтеза ДНК 
на 16,6%- 93,6% (48 часов) и 19,5%-95,03% (96 
часов) при всех исследуемых дозах препарата.
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Рис. 2. Влияние У ДХ К на включение [3Н]тимидина в Д Н К  клеток. L929.
После инкубации клеток L929 и L41 с УДХК 
отмечено выраженное снижение биосинтеза 
белка при дозах препарата 200-1000 мкг/мл 
(рис. 3). При инкубации клеток L929 с препа­
ратом ТУДХК в диапазоне доз 50-1000 мкг/ 
мл не обнаружено изменения числа клеток в
монослое в течение всего периода эксперимен­
та, снижения включения рН]тимидина в ДН К 
и меченой смеси аминокислот в белки клеток 
L929 при дозах 50-400 мкг/мл. ЭСХ не обла­
дал прямой цитотоксичностью  на данных 
культурах клеток в диапазоне концентраций
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50-1000 мкг/мл, а в дозах 50-200 мкг/мл стиму­
лировал биосинтез белков на 20-50% в клет­
ках L929 и в клетках линии L41 через 24 часа 
инкубации при дозах препарата 200 и 400 мкг/ 
мл на 20% и 62%, соответственно.
Все три исследуемых препарата не ока­
зывали опосредованного цитотоксического 
эффекта на пролиферацию клеток через сек­
рецию фактора некроза опухоли перитонеаль­
ными макрофагами мышей.
В исследованиях на первичной куль­
туре гепатоцитов крыс изучено влияние ге- 
патотропных веществ на процессы некроза 
и апоптоза. В качестве индуктора повреж­
дения гепатоцитов использовали гликохеноде- 
зоксихолевую кислоту (ГХДХК). Через 4 часа
инкубации гепатоцитов с ГХ Д Х К  в дозах 
25-50 мкг/мл по активности Л Д Г в инкуба­
ционной среде выявлены признаки цитоли- 
тического эффекта (рис. 4). П ри концент­
рациях ГХ ДХ К 100-400 мкг/мл высвобож­
дение Л Д Г в инкубационную среду увели­
ч и вал о сь  с 4 ,89± 0 ,19%  (к о н тр о л ь ) до 
45,7+0,19% (400 мкг/мл) (Р<0,05). Увеличе­
ние активности ЛД Г при инкубации сУ Д Х К 
и ТУДХК отмечено только при концентра­
ции 400 мкг/мл. ЭСХ не обладал цитоток­
сичностью в изученном диапазоне доз.
И нкубация гепатоцитов с 50 мкг/мл 
ГХДХК индуцировала апоптоз, что подтвер­
ждалось наличием типичной Д Н К  “лестницы” 
(рис. 5), конденсацией хроматина и фрагмента-
Рис. 4. Влияние ГХДХК, УДХК, ТУДХК и ЭСХ на высвобождение ЛДГ в 
инкубационную среду.
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Рис. 5. Влияние ГХДХК, ТУДХК, УДХК и ЭСХ на 
межнуклеосомную фрагментацию ДН К. 1 -  
контроль, 2 -  ГХДХК (50 мкг/мл), 3 -  ТУДХК (50 
мкг/мл), 4 -  ТУДХК (200 мкг/мл), 5 -  УДХК (50 мкг/ 
мл, 6 -  УДХК (200 мкг/мл), 7 -  ЭСХ (50 мкг/мл), 8 -  
ЭСХ (200 мкг/мл).
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Рис. 6. Влияние ТУДХК, УДХК и ЭСХ на 
межнуклеосомную фрагментацию  ДН К при 
инкубации с ГХДХК (50 мкг/мл). 1 -  контроль, 2 -  
ГХДХК 50 мкг/мл, 3 -  ГХДХК + ТУДХК 50 мкг/ 
мл, 4 -  ГХДХК + ТУДХК 200 мкг/мл, 5 -  ГХДХК + 
УДХК 50 мкг/мл, 6 -  ГХДХК + УДХК 200 мкг/мл, 
7 -  ГХДХК + ЭСХ 50 мкг/мл, 8 -  ГХДХК + ЭСХ 
200 мкг/мл.
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цией ядра. После инкубации с ГХДХК ко­
личество апоптотических клеток повыш а­
лось с 0,67±0,8% в контроле до 15,2±3,49% в 
эк сп ер и м ен тал ь н о й  группе (таб л и ц а). 
ТУДХК, УДХК и ЭСХ не вызывали ни апоп­
тоз, ни некроз гепатоцитов (рис. 5, таблица). 
Препараты желчных кислот оказывали ан- 
тиапоптозогенный эффект, ТУДХК (50 мкг/ 
мл и 200 мкг/мл) и ЭСХ (200 мкг/мл) про­
явили антинекрозогенное действие, характе­
ризующееся уменьшением числа клеток, ок­
рашенных пропидиум йодидом (рис. 6, таб­
лица).
б и о си н тети ч еск и е  п р о ц ессы  п р еп ар ат  
ЭСХ.
Введение У ДХ К интактным животным 
вызвало появление в печени единичных кле­
ток с вакуольной дистрофией, лизисом и 
пикнозом ядер, а также единичных микро­
некрозов. При электронной микроскопии не 
выявлено изменений ядер и ядрышек, одна­
ко количество крист в митохондриях, число 
свободных рибосом было сниженным, чис­
ло связанных рибосом, гантелеобразных (де­
лящихся) и мелких (новообразованных) ми­
тохондрий было увеличено. Введение ин-
Таблица
Влияние ТУДХК, УДХК и ЭСХ на апоптоз и некроз гепатоцитов
П репарат (мкг/мл) %  апоптоза %  некроза
Контроль 0,67±0,8 1,90±1,01
ГХДХК 50 15,2±3,49* 6,28±1,0*
ТУДХК 50 l,73±0,42f 2 ,l± l,1 3 t
ТУДХК 200 l,87±0,50f 2,77±0,67t
УДХК 50 l,07±0,46t l,7±0,82f
УДХК 200 l,80±0,72f 2,63±0,67|
ЭСХ 50 0,93±0,31f 2,4± l,06t
ЭСХ 200 l,87±0,42f 2,33±0,23f
ГХДХК 50 + ТУДХК 50 4,17±l,35*f 2,9±0,79t
ГХДХК 50 + ТУДХК 200 2,33±l,67f l,67±0,70f
ГХДХК 50 + УДХК 50 7,2±0,35*| 7,0±0,2*
ГХДХК 50 + УДХК 200 5,43±0,75*f 8,93±3,91*
ГХДХК 50 + ЭСХ 50 13,57±2,15* 5,43±0,78
ГХДХК 50 + ЭСХ 200 12,57±2,05* 5,20±0,61f
Примечание: * - Р <0,05 по сравнению с контролем, f  - Р <0,05 по сравнению с ГХДХК
Таким образом , исследуемые препа­
раты  по цитотоксическому эффекту in vitro 
можно разделить на три типа: обладающий 
прямой цитотоксичностью в дозах, превы­
шающих 100 мкг/мл препарат УДХ К, не об­
ладаю щ ий  ц итотокси чностью  п р еп ар ат  
ТУДХК, и не обладающий цитотоксичнос­
тью и стимулирую щ ий пролиф ерацию  и
тактным животным ЭСХ не оказало влия­
ния на морфологическую  картину срезов 
печени при световой и электронной микро­
скопи и . И н т р а г а с т р а л ь н о е  введение 
ТУ Д Х К , не обладаю щ ей цитотоксичнос­
тью, не выявило микроальтерационных эф­
фектов препарата при морфологическом ис­
следовании срезов печени крыс. При элект-
обский госус'с*
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ронной микроскопии выявлены признаки 
активации внутриклеточных регенератор­
ных процессов, характеризующихся наличи­
ем многочисленных полиморфных митохон­
дрий и гантелеобразных (делящихся) форм 
митохондрий, множества свободных рибо­
сом.
Посредством светооптической морфо­
метрии установлено, что в печени крыс, по­
лучавших УДХК, достоверно увеличено ко­
личество митозов (0,28±0,032%о), двуядер- 
ных (80,7±8,25% о) и ги п ерхром н ы х  
(2,5±0,08%о) клеток по сравнению с интакт­
ными животными (0,03±0,012%о, 23,5±4,5%ои 
0,97±0,07%о, Р<0,001), что предполагает сти­
муляцию физиологической регенерации пе­
чени на клеточном уровне. При морфомет-
уровня Д Н К  в гомогенатах печени и ядрах 
гепатоцитов крыс, получавших УДХК. Со­
держание РНК гомогенатов и ядер у подопыт­
ных животных в этот период превышало кон­
трольны е значения. У крыс, получавших 
М ЦЛ, к 10 суткам регенерации содержание 
Д Н К  в гомогенатах и ядрах оставалось сни­
женным и отмечалась тенденция к нормали­
зации содержания РНК. Исследование удель­
ной радиоактивности Д Н К  показало, что 
включение рН]тимидина через 24 часа после 
ЧГЭ у крыс, получавших УДХК, было ниже, 
чем в контроле. Изучение динамики включения 
радиоактивного предшественника в ДН К гепа­
тоцитов выявило смещение пика синтеза 
Д Н К  на 18-24 часа после ЧГЭ (контрольная 
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Рис. 7. Влияние УДХК на включение [3Н]тимидина в ДНК ядер гепатоцитов в 
течение 36 часов после ЧГЭ.
рическом анализе печени крыс, получавших 
ТУДХК, обнаружено достоверное увеличе­
ние количества гиперхромных (1,32±0,12%о, 
Р<0,05) и двуядерных клеток (39,5± 1,27%о, 
Р<0,01), что является признаком активации 
внутриклеточной регенерации.
Через 24 часа после ЧГЭ в гепатоцитах 
крыс, получавших УДХК, снижалось содер­
жание РН К  в ядрах и повышалось в гомоге­
натах, что может быть связано с усиленным 
транспортом РН К в цитозоль. Содержание 
Д Н К  в обеих фракциях увеличивалось по 
сравнению с контрольной группой. Через 96 
часов после ЧГЭ обнаружена нормализация
В митотическую  фазу репаративной 
регенерации печени (1-4 сутки после ЧГЭ) у 
крыс, предварительно получавших УДХК, 
митотическая активность гепатоцитов была 
достоверно выше (12,3±1,86%о), чем у крыс, 
получавших МЦЛ (7,24±0,76%о, Р<0,001). В 
гипертрофическую фазу репаративной реге­
нерации печени (6-10 сутки после ЧГЭ) у 
подопытных крыс митотический индекс был 
достоверно ниже (0,15±0,0\6%о), чем в конт­
роле (0,30±0,026%о, Р<0,001), а морфологи­
ческие изменения в регенерирующих гепато­
цитах были выражены в меньшей степени, 
чем у контрольных животных. Таким обра­
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зом, микроальтерационное действие УДХК 
стимулировало процессы физиологической 
регенерации печени, что сопровождалось 
более выраженной репаративной регенера­
цией после ЧГЭ.
В печени крыс, получавших ЭСХ, че­
рез 24 часа после ЧГЭ митотический индекс 
составил 9,25±0,06%о, количество гиперх- 
ромных клеток - 1,22±0,03%о, что превыша­
ло значения этих параметров у крыс, полу­
чавш их М Ц Л  (7,24±0,76% о, Р < 0,05  и 
0,54±0,06%о, Р<0,001, соответственно). Репа­
ративная регенерация печени у крыс, пред­
варительно получавших ЭСХ, характеризо­
в ал ась  у вели чен и ем  вкл ю ч ен и я  
[3Н]тимидина в Д Н К  на 49,2% в гомогена­
тах и на 110,4% в ядрах гепатоцитов через 
24 часа после ЧГЭ и была достоверно выше 
в течение 36 часов после ЧГЭ. Учитывая, 
что введение интактным животным ЭСХ 
приводит к накоплению общего пула ами­
нокислот в печени [5], стимуляция репара­
тивной регенерации печени ЭСХ обуслав-
Р епаративная регенерация печени после 
60-минутной частичной ишемии печени ха­
рактеризовалась смещением пика включе­
ния [3Н]тим идина в Д Н К  на 18 ч после ише­
мии у кры с, п олучавш их У Д Х К  (к о н т­
рольная группа -  24 ч), более выраженным 
увеличением содержания РН К  в ранние сро­
ки регенерации и нормализацией содержа­
ния Д Н К  к 4-м суткам реперфузионного пе­
риода. Д вадцатидневное введение УДХК 
предотвращало уменьшение скорости био­
синтеза Д Н К  через 12 часов и увеличивало 
интенсивность биосинтеза Д Н К  в 1,46 раза 
через 24 часа и в  1,34 раза через 30 часов 
после 180-минутной частичной ишемии пе­
чени. П редварительное введение ТУ Д Х К 
способствовало увеличению удельной р а ­
диоактивности Д Н К  ядер гепатоцитов ише­
мизированной доли печени после 180-минут- 
ной частичной ишемии на протяжении все­
го постиш емического периода в 1,21-1,36 
р аза , но без смещ ения пика биосинтеза 
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Рис. 8. Влияние ТУДХК на включение [3Н]тимидина в ДНК ядер гепатоцитов крыс после 180- 
минутной частичной ишемии. ПИ -  после ишемии.
ливается, вероятно, доставкой низкомоле­
кулярных субстратов, в том числе амино­
кислот, необходимых для биосинтеза нук­
леиновых кислот.
Стимуляция репаративной регенера­
ции печени через первичный микроальте- 
рационный эффект при применении УДХК 
была доказана на модели ишемии печени.
Электронно-микроскопическое иссле­
дование показало более значительные изме­
нения ультраструктур гепатоцитов на 4-е 
сутки после 180-минутной ишемии после вве­
дения УДХК и признаки усиления функцио­
нальной напряженности клеточных структур. 
Предварительное введение ТУ ДХ К вызва­
ло менее выраженные изменения в ишеми­
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зированных долях печени по сравнению с 
контрольными животными. К 20-м суткам ре- 
перфузионного периода у крыс, получавших 
ТУДХК, выявлена практически полная нор­
мализация ультраструктуры гепатоцитов.
Позитивный эффект УДХК на репара­
тивную регенерацию  печени выявлен при 
30-минутной общ ей ишемии: увеличение 
включения [3Н]тимидина в Д Н К  ядер гепа­
тоцитов через 24 и 48 часов после ишемии, 
нормализация содержания РНК. П редвари­
тельное введение ТУ ДХ К способствовало 
ускорению нормализации содержания нук­
леиновых кислот и скорости  биосинтеза 
Д Н К  в печени крыс после 30-минутной об­
щей ишемии.
Выводы
Проведенные исследования показали, 
что все три исследуемых препарата облада­
ют гепатопротекторными свойствами, ко­
торые реализую т через различны е м еха­
низмы. У Д Х К  вы зы вает м икроальтериру­
ю щ ее д ей ств и е  на к л ет о ч н о м  у р о в н е , 
ТУДХК -  на внутриклеточном уровне, что 
приводит к активации физиологической и 
репаративной регенерации печени. ЭСХ  
не обладает цитотоксичностью  в реком ен­
дуемом диапазоне доз, и его гепатопротек- 
торный эффект обусловлен дополнитель­
ной доставкой ам инокислот и низком оле­
кулярных вещ еств, оптимизирую щ их ме­
таболический пул клетки и стимулирую ­
щих процессы репаративной  регенерации 
печени.
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